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Основные положения
• Проанализированы и систематизированы имеющиеся в литературе подходы к получению 
отдельных клеток методом дезагрегации артерий животных и человека, в том числе при их пора-
жении атеросклерозом. 
• Рассмотрены основы и предложен алгоритм оптимизации данного метода.
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Резюме
Ключевым этапом в исследованиях, направленных на изучение роли отдель-
ных типов клеток в функционировании артерий человека in vivo как в норме, 
так и при поражении атеросклерозом, является получение суспензии клеток 
из стенки кровеносного сосуда. К настоящему времени разработан ряд под-
ходов к дезагрегации артерий. В обзоре систематизированы опубликованные 
ранее данные и методики, представлен алгоритм оптимизации процедуры 
дезагрегации артерий, а также описаны возникающие проблемы и способы 
их решения.
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омплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеванийК
Highlights
• Available approaches for isolating individual cells by disaggregation of animal and human arteries, 
including those affected with atherosclerosis, have been described. 
• Basic issues are reported along with a novel optimization algorithm.
Abstract
Preparation of cell suspension from arterial walls is a key issue in planning the 
research aimed at studying the role of individual cell types in human arteries in 
vivo, both normal and affected with atherosclerosis. To date, there is a range of 
approaches for disaggregating arterial tissues. In this review, we report previously 
published data and techniques for disaggregating arterial tissues. In addition, an 
algorithm able optimizing the disaggregation of arteries is proposed taking into 
account emerging problems and probable solutions.
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• Atherosclerotic plaques
Received: 13.04.2020; received in revised form: 27.04.2020; accepted: 10.05.2020
Список сокращений
АБ
ГМК
–
–
атеросклеротическая бляшка
гладкомышечная клетка
ЭК – эндотелиальная клетка
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Введение
Атеросклероз представляет собой хронический 
воспалительный процесс артерий среднего и крупно-
го размера, который характеризуется образованием 
бляшек, состоящих из различных клеток: пенистых, 
иммунных, эндотелиальных и гладкомышечных, 
тромбоцитов, – а также внеклеточного матрикса и бо-
гатого липидами ядра с обширным некрозом и фибро-
зом окружающих ядро тканей сосудистой стенки [1].
Данные о клеточных и молекулярных механиз-
мах атерогенеза получены в основном с исполь-
зованием цельных образцов атеросклеротической 
бляшки (АБ) либо клеточных культур. Известно, 
что с изменением напряжения сдвига эндотелиаль-
ные клетки (ЭК) приобретают проатеросклероти-
ческий фенотип, что делает их более проницаемы-
ми для липидов. Далее накопленные в интиме ли-
пиды активируют в ЭК синтез провоспалительных 
цитокинов, происходит запуск воспаления, а зна-
чит, рекрутирование иммунокомпетентных клеток. 
Каждый из отдельных типов клеток воспаления 
способствует атерогенезу. За представление атеро-
генных антигенов Т-клеткам отвечают дендритные 
клетки, которым, в свою очередь, их презентируют 
макрофаги. Последние, наравне с гладкомышеч-
ными клетками (ГМК), поглощают липиды, пре-
вращаясь в пенистые клетки. Перечисленные типы 
клеток активно секретируют провоспалительные 
цитокины. Однако на воспаление реагируют и ре-
зидентные клетки стенки артерии: ГМК активно 
пролиферируют и мигрируют из медии в интиму, 
участвуя в образовании покрышки АБ. Таким об-
разом, определены роль и функциональные изме-
нения клеток артерии при развитии атеросклероза, 
однако детальные молекулярные механизмы, лежа-
щие в основе таких изменений, всецело не описаны 
и остаются предметом активного изучения. 
Необходимо понимать, что эти знания получены 
при моделировании отдельных звеньев атерогенеза 
на клеточных культурах либо при изучении цель-
ных АБ человека и модельных животных с превра-
щением их в гомогенат или секционированием для 
гистологии и иммунофенотипирования. В настоя-
щее время мы находимся на этапе перехода к изу-
чению функционирования отдельных типов клеток 
или даже единичных клеток, непосредственно уча-
ствующих в развитии атеросклеротической бляшки 
in vivo. Это связано, прежде всего, с поиском фар-
макологических мишеней, участвующих в клеточ-
но-специфичных молекулярно-биологических пу-
тях. Воздействуя на целевые клетки, например толь-
ко на макрофаги, а не подавляя воспаление в целом, 
можно избежать множества побочных эффектов. 
Ранее были обозначены несколько перспективных 
в отношении фармакологического воздействия зве-
ньев атерогенеза: молекулярные механизмы дис-
функции и повреждения ЭК [2]; несовершенный 
эффероцитоз в макрофагах и роль отдельных субпо-
пуляций данного типа клеток [1]; переключение фе-
нотипа, миграция и пролиферация ГМК [3]. 
Таким образом, изучение отдельных клеток, 
принимающих непосредственное участие в атеро-
склерозе, является следующим этапом исследова-
ний в сосудистой биологии, который достигается 
методически через преобразование цельного кро-
веносного сосуда в клеточную суспензию (дезагре-
гацию артерий на клетки). Выделение популяций 
отдельных типов клеток из органов/тканей чело-
века и модельных животных остается проблемой 
в клеточной биологии. Тем не менее в последнее 
время достигнут значительный прогресс в получе-
нии отдельных типов клеток из твердых или высо-
коплотных по структуре тканей благодаря исполь-
зованию различных методов, таких как фермента-
тивное расщепление и механическая дезагрегация. 
Однако общего источника сведений об этих спо-
собах нет – традиционно исследователи используют 
тот метод, который апробирован в их лаборатории, 
не применяя доказательную базу. Обзор посвящен 
обобщению имеющихся в литературе данных по де-
загрегации кровеносных сосудов с описанием клю-
чевых этапов данной процедуры, а также оптимиза-
ции методики дезагрегации клеток в лаборатории.
Основные подходы к дезагрегации клеток 
артерий
Для изоляции отдельных клеток (или отдельных 
типов клеток) из плотных тканей разработаны различ-
ные подходы, основанные на их физических или био-
логических свойствах. На схеме (рис. 1) представлены 
наиболее часто применяемые методы анализа клеточ-
ного состава артерий или других плотных тканей. 
Для изоляции отдельных популяций клеток наи-
более часто используют поверхностные маркерные
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Рисунок 1. Методы получения различных клеточных типов 
или единичных клеток из цельных образцов тканей
Figure 1. Methods of isolation of various cell types or single 
cells from bulk tissue
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белки и реакцию «антиген – антитело». Данный 
принцип лежит в основе методов иммуногисто-
химии (иммунофлуоресценции) и последующей 
лазерной микродиссекции отдельных областей с 
клетками в срезе ткани, а также методов флуорес-
центно- и магнитно-активированной сортировки 
клеток и некоторых методов с использованием ми-
крофлюидных систем (cell-affinity chromatography 
based microfluidic). Если необходимо получить ин-
формацию о расположении клеток в исследуемом 
образце ткани, то рекомендуется использовать ги-
стологические техники, иммуногистохимию (имму-
нофлуоресценцию) и изолировать часть микропре-
парата, содержащую целевые клетки, посредством 
лазерной микродиссекции. Этот метод имеет ряд 
ограничений в отношении исследования клеток ате-
росклеротической бляшки из-за кальцинации стен-
ки артерии, часто сопровождающей атерогенез. 
В случае когда нужно изолировать клетки из об-
разца ткани без одновременного изучения его гисто-
логического строения, можно воспользоваться широ-
ким спектром методов, включающим предваритель-
ный этап дезагрегации ткани. Данный набор методов 
является наиболее распространенным, так как обе-
спечивает наибольший выход клеток. Самый распро-
страненный метод флуоресцентно-активированной 
сортировки клеток заключается в предварительном 
связывании маркерных молекул клеток антителами, 
конъюгированными с флуоресцентной меткой, кото-
рая распознается детекторами специального прибо-
ра – клеточного сортера. Наиболее простым методом 
является магнитно-активированная сортировка кле-
ток, в которой антитела конъюгированы с магнитны-
ми частицами, а целевые клетки выделяются из кле-
точной суспензии под действием магнитного поля. В 
последнее время активно развиваются методы с ис-
пользованием микрофлюидных систем, основанные 
на пропускании клеточной суспензии через систему 
микроканальцев, позволяющих разделить клетки и 
с использованием различных принципов выделить 
нужный тип клеток. Микроманипуляции и разведе-
ние клеток – редко применяемые методы ввиду их 
трудоемкости и низкой эффективности [4, 5]. 
Таким образом, наиболее распространенные мето-
ды получения единичных клеток из плотных тканей 
требуют предварительного этапа дезагрегации. Кро-
ме того, клеточная дезагрегация приобретает особен-
ную актуальность в активно развивающемся направ-
лении мультиомного изучения единичных клеток (с 
использованием технологий single-cell). Методика де-
загрегации представляет собой процесс разрушения 
межклеточного матрикса с высвобождением клеток, 
а цель оптимизации процесса – максимально полно 
изолировать клетки из нативной структуры ткани или 
органа с сохранением их функциональных свойств 
и жизнеспособности [6]. Существуют два подхода к 
этому этапу: механический и ферментативный.
На сегодняшний день в литературе не описаны 
методы применения механической дезагрегации 
артерий до клеток, вероятно, из-за высокой плотно-
сти самой ткани и прочности структуры внеклеточ-
ных волокон, которые не удается разрушить расти-
ранием (с помощью гомогенизатора Даунса) или 
протиранием через металлическое сито с заострен-
ными краями ячеек (например, с помощью прибора 
Medimachine System, Becton Dickinson, США). 
Ферментативный способ дезагрегации заключа-
ется в обработке цельного образца ткани различны-
ми протеазами, разрушающими белки-компоненты 
межклеточного матрикса (коллагены, эластин, про-
теогликаны и так далее). При проведении дезагре-
гации необходимо учитывать многие параметры: 1) 
тип исследуемого кровеносного сосуда; 2) источник 
материала (человек, мышь и так далее); 3) возмож-
ные генетические модификации объекта исследо-
вания; 4) среда для дезагрегации; 5) используемые 
ферменты, примеси в неочищенном ферментном 
препарате; 6) концентрации используемых фермен-
тов; 7) температура инкубации с ферментативным 
коктейлем; 8) время инкубации; 9) особенности 
проведения дезагрегации (помешивание, пипетиро-
вание, центрифугирование). При известном дизайне 
эксперимента первые три пункта, как правило, неиз-
менны, однако их надо учитывать при подборе усло-
вий. Эффективная дезагрегация ткани достигается 
варьированием оставшихся параметров.
Методика ферментативной дезагрегации
В общем виде схема методики ферментатив-
ной дезагрегации выглядит следующим образом: 
к измельченному образцу добавляют протеазы и, 
возможно, другие ферменты, инкубируют образец 
с ферментной смесью в течение установленного 
времени для лизирования межклеточного матрик-
са, после чего фильтруют полученную суспензию 
через клеточный фильтр и центрифугируют для 
осаждения изолированных клеток. 
Каждый шаг данной схемы требует подбора ус-
ловий. Подбор состава ферментной смеси – клю-
чевой этап успешной дезагрегации. Ферментная 
смесь состоит из протеолитических и добавочных 
ферментов и среды, а также иногда добавляются 
дополнительные вещества. Следует учитывать осо-
бенности строения используемого биологического 
материала – артерий и АБ человека или животных. 
Известно, что артерии по строению делятся на эла-
стический, мышечно-эластический (смешанный) и 
мышечный типы. Соответственно, первые два типа 
артерий требуют введения дополнительного фер-
мента при дезагрегации – эластазы. 
Основные ферментные препараты 
Обычно используют неочищенные ферментные 
смеси, такие как коллагеназа, либераза и диспаза. 
Они содержат несколько протеаз (коллагеназу, кло-
стрипаин, казеиназу, трипсиноподобные фермен-
ты) в различных концентрациях, а также различ-
ные полисахаридазы, нуклеазы и липазы, однако 
известны только приблизительные количество и 
активность этих ферментов [6]. 
Коллагеназы (collagenases). Коллагеназы явля-
ются самым часто используемым ферментом для 
дезагрегации как артерий, так и других тканей [7, 
8]. Они представляют собой эндопептидазы, кото-
рые переваривают нативный коллаген в области 
тройной спирали. Коллагены являются основным 
волокнистым компонентом внеклеточной соедини-
тельной ткани животных. Бактериальные коллаге-
назы наиболее подходят для дезагрегации, так как 
они проявляют более широкую субстратную специ-
фичность [6]. Наиболее активной коллагеназой яв-
ляется неочищенная, секретируемая анаэробными 
бактериями Clostridium histolyticum. Способность 
клостридиальных коллагеназ переваривать натив-
ные, троично-спиральные коллагены типов I, II и III 
до небольших пептидов является их основным преи-
муществом. Это достигается путем множественных 
разрывов в тройной спирали. У каждой фирмы-про-
изводителя (основные – Sigma-Aldrich / Merck, 
Worthington Biochemical Corp., в России – «ПанЭ-
ко») имеется свой набор коллагеназ и ферментных 
смесей, но в целом их можно разделить на четыре 
основных типа (табл. 1). Помимо основных типов 
ферментных препаратов в каталоге Sigma-Aldrich 
имеются коллагеназы V, VIII и XI типов, последняя 
из которых указана как обладающая наибольшей 
коллагеназной активностью, однако исследователи 
обнаружили потерю (от 40 до 90%) поверхностных 
маркеров клеток при ее использовании [9].
Чаще всего коллагеназы поставляются в лиофи-
лизированном виде. Наиболее подходящим буфером 
для разведения лиофилизата является раствор Креб-
са – Рингера, но допустимо использование других 
буферов (например, раствора Хэнкса). Обязатель-
ными для функционирования коллагеназы являют-
ся присутствие ионов кальция и оптимальный pH 
(обычно приводятся в рекомендациях производите-
ля ферментного препарата). Желательно готовить 
раствор ex tempore, однако допускается его аликво-
тирование и хранение при -20 °С. Повторное замо-
раживание-оттаивание коллагеназы может привести 
к значительной потере активности фермента. 
Либераза (Liberase). Коммерческая смесь высоко-
очищенных коллагеназ I и II типов, почти лишенная 
клострипаиновой и трипсиновой активностей, но с 
повышенной коллагеназной активностью [10, 11]. 
Однако сравнение либеразы и коллагеназы XI типа 
не показало значимых различий в эффективности 
дезагрегации клеток поджелудочной железы [12]. 
Отмечено, что либераза DL (Sigma-Aldrich / Merck) 
вызывает потерю CD4 c поверхности клеток [9].
Диспаза (Dispase). Нейтральная протеаза, рас-
щепляющая фибронектин и коллаген IV типа. Ис-
пользуется как альтернатива более агрессивному 
трипсину в культуральных методах и при дезагре-
гации клеток мыши [13, 14].
Трипсин (Trypsin). Трипсин представляет собой 
сериновую протеазу, продуцируемую и секретиру-
емую в виде неактивного трипсиногена в поджелу-
дочной железе. Он неспецифично расщепляет адге-
зивные белки [15] и поэтому является стандартным 
ферментом для отделения адгезированных клеток от 
подложки (трипсинизации) при культивировании. В 
современных исследованиях с применением методов
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Таблица 1. Основные типы ферментных препаратов, представленных на рынке под названием «коллагеназа»
Table 1. Main types of commercially available collagenases
Тип 
коллагеназы 
/ Type of 
collagenase
Особенности / Brief description Рекомендуемые для обработки типы тканей / Recommended types of tissue
Тип I / 
Type I
Наиболее часто применяемый тип коллагеназы; 
содержит умеренное количество пептидаз (коллагеназу, 
казеиназу, клострипаин и трипсиноподобные ферменты) 
/ The most commonly used type of collagenase; it contains 
moderate amounts of peptidases (collagenase, caseinase, 
clostripain and trypsin-like enzymes)
Жировая ткань, надпочечники и печень, сосуды, 
опухолевые ткани / Adipose tissue, adrenal glands 
and liver, blood vessels, tumor tissue
Тип II / 
Type II
Имеет большую (по сравнению с коллагеназой I типа) 
активность клострипана / It has a greater (compared with 
type I collagenase) clostripan activity
Сердце, кости, мышечная ткань, щитовидная 
железа, хрящи, печень, кровеносные сосуды 
/ Heart, bones, muscle tissue, thyroid gland, 
cartilage, liver, blood vessels
Тип III / 
Type III
Используется достаточно редко; содержит низкую 
протеолитическую активность / It is rarely used; 
possesses low proteolytic activity
Молочная железа, ткани плода, слизистые 
ткани / Breast, fetal tissues, mucous tissues
Тип IV / 
Type IV
Имеет низкую трипсиноподобную активность / It has a 
low trypsin-like activity
Островки Лангерганса и случаи, когда 
необходимо максимально сохранить 
поверхностные маркеры интактными [7] / 
Langerhans islands and cases when it is necessary 
to keep surface markers as intact as possible [7]
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дезагрегации тканей трипсин практически не ис-
пользуют изолированно ввиду его слабой эффек-
тивности при расщеплении внеклеточных волокон, 
но его можно встретить в ферментных смесях – с 
коллагеназой и диспазой [14]. Кроме того, трипсин 
способен достаточно активно разрушать клеточные 
маркеры [16].
Дополнительные ферментные препараты
Эластаза. Данный компонент необходимо до-
бавлять в ферментную смесь для повышения эф-
фективности дезагрегации артерий, если артери-
альная стенка богата эластином (аорта, общая сон-
ная артерия). 
ДНКаза. При измельчении биологического об-
разца перед инкубацией, как и во время инкубации 
измельченной ткани в ферментной смеси, из разру-
шенных клеток в культуральную среду поступает 
внеклеточная ДНК. Она адгезируется на поверх-
ности клеток и вызывает их слипание. Для более 
эффективной дезагрегации ткани и получения син-
глетных клеток для дальнейшего анализа (напри-
мер, проточной цитометрии или сортинга) в фер-
ментную смесь необходимо добавлять ДНКазу [6]. 
Гиалуронидаза. Гиалуроновая кислота и хон-
дроитинсульфат обильно представлены в составе 
межклеточного матрикса соединительных тканей 
и кровеносных сосудов. В связи с этим исследова-
тели добавляют этот фермент в состав смеси для 
дезагрегации тканей [7, 10].
Другие реагенты
Трипсиновый ингибитор. Трипсиновый ингиби-
тор, полученный из сои, нередко вводится в состав 
смесей для дезагрегации [8, 17, 18]. Это связано, ве-
роятно, с повреждающим действием трипсина, на-
ходящегося в составе неочищенной коллагеназы, на 
поверхностные маркеры клеток. При использовании 
неочищенных ферментных препаратов следует это 
учитывать и добавлять трипсиновый ингибитор.
Среда для дезагрегации
Для поддержания жизнеспособности клеток и 
активности ферментов в течение инкубации фер-
менты и образец должны находиться в подходящих 
по физико-химическим и биологическим пара-
метрам условиях. В первую очередь, среда долж-
на быть буферным раствором с нейтральным pH, 
желательно с присутствием ионов кальция, так как 
он является кофактором многих протеаз. В опубли-
кованных протоколах используются в основном 
фосфатно-солевой буферный раствор Дульбекко 
(DPBS) с кальцием и 4-(2-гидроксиэтил)-1-пипера-
зинэтансульфоновой кислотой (HEPES) либо раз-
личные питательные среды (DMEM, RPMI и др.) в 
зависимости от типа клеток и цели последующего 
использования полученной клеточной суспензии. 
Условия инкубации
Критически важными параметрами дезагрега-
ции являются температура и длительность куль-
тивирования образца ткани с ферментной смесью. 
Ферменты для дезагрегации наиболее активны при 
37 ºС. Время инкубации – второй по значимости 
параметр после состава ферментной смеси. Для 
его определения следует понимать, что ферменты 
работают на поверхности образца. Соответствен-
но, чем больше площадь поверхности, тем быстрее 
клетки высвобождаются из структуры ткани. С 
другой стороны, ферменты воздействуют на клетки 
и могут активировать апоптоз. В литературе пара-
метр времени варьирует от 30 мин до 8 ч (инкуба-
ция на ночь). Время инкубации образца с фермент-
ной смесью определяется задачами эксперимента. 
Короткого промежутка времени хватит, чтобы от-
делить эндотелиоциты при заливании ферментной 
смеси в клипированный кровеносный сосуд [19]. В 
большинстве случаев для высвобождения клеток 
артерий в достаточном количестве (несколько мил-
лионов) достаточно 1 ч [7]. Чтобы наиболее эффек-
тивно освободить клетки из ткани, но при этом не 
уменьшить долю жизнеспособных клеток, можно 
несколько раз проводить процедуру с одним и тем 
же образцом, заменяя ферментную смесь с клетка-
ми через 1–2 ч [20]. При недостаточном высвобож-
дении клеток или их низкой жизнеспособности не-
обходима коррекция параметров дезагрегации.
Контроль результатов дезагрегации
Проверка результата дезагрегации заключается 
в оценке полноты лизирования ткани, а также ко-
личества, жизнеспособности и функционального 
состояния полученных клеток. После получения 
клеточного осадка и его ресуспендирования обзор 
осадка можно провести в камере Горяева или с по-
мощью автоматического счетчика клеток с окраской 
витальными красителями (например, трипановым 
синим). Производится подсчет жизнеспособных и 
мертвых клеток, оценивается чистота суспензии по 
наличию нерасщепленных клеточных конгломера-
тов, волокон, кристаллов или иных нежелательных 
контаминантов.
Оценка функционального состояния клеток за-
ключается в проверке действия ферментативного 
коктейля на изучаемые свойства. Например, колла-
геназа I типа активна в отношении некоторых по-
верхностных маркеров лейкоцитов [9]. Для проверки 
действия ферментной смеси на клетки возможно ис-
пользовать в качестве контроля изначально жидкую 
ткань, например кровь. Анализ клеток крови до и по-
сле дезагрегации позволяет оценить повреждающее 
действие планируемых к использованию ферментов.
Оценка полноты лизирования ткани особенно 
важна, если необходимо получить репрезентатив-
ный набор тех же типов клеток, которые составляли
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исследуемый образец ткани. Для этого гистологиче-
скими методами можно проанализировать у остав-
шихся «непереваренных» фрагментов образца нали-
чие, количество и тип остаточных клеток [21].
Разработанные протоколы дезагрегации кле-
ток артерий и атеросклеротических бляшек
Как отмечено ранее, обычно исследователи ис-
пользуют те протоколы, которые оптимизированы и 
апробированы непосредственно в их лаборатории. 
К настоящему времени накоплено достаточно дан-
ных по дезагрегации клеток артерий и АБ. Вместо 
того чтобы самостоятельно разрабатывать протокол 
клеточной дезагрегации с нуля, рекомендуется взять 
за основу уже опубликованный протокол и оптими-
зировать его под конкретный набор ферментов, сред 
и других компонентов ферментной смеси, а также 
спектр оборудования и расходных материалов, кото-
рым располагает лаборатория. В табл. 2 представле-
ны опубликованные ранее протоколы по дезагрега-
ции клеток артерий и атеросклеротических бляшек.
Алгоритм оптимизации дезагрегации образ-
цов артерий, в том числе при их атеросклероти-
ческом поражении
Подбор оптимальной концентрации ферментов
Даже при использовании существующих ре-
комендаций о составе ферментной смеси из кон-
кретного источника литературы непосредственно 
для каждого эксперимента требуется определить 
концентрации ферментов, так как их активность 
варьирует между партиями ферментного препарата 
одного и того же производителя.
В случае использования одного фермента в сме-
си для дезагрегации следует сначала проверить 
действие фермента в меньших концентрациях с 
определенным шагом приращения: например, 25, 
50, 75 и 100% референсных значений концентра-
ции, взятых из источника литературы. 
При использовании нескольких ферментов в 
смеси сначала следует оптимизировать концен-
трацию основного фермента (количество которого 
должно быть наибольшим) согласно вышеописан-
ной стратегии, после чего ввести в смесь оставши-
еся ферменты, оптимизируя их концентрации одну 
за другой (рис. 2) [6]. 
Трудности при дезагрегации артерий и спосо-
бы их решения 
Результаты дезагрегации артерий, видимые в 
микроскоп, можно разделить на оценку выделения 
клеток (их количество и жизнеспособность) и не-
желательных примесей, которые могут присутство-
вать из-за некротического дебриса АБ, недостаточ-
ной дезагрегации или образования конгломератов 
вследствие выхода ДНК из разрушенных клеток. 
Эффективность дезагрегации тканей, в том числе 
артерий, определяется получением большого коли-
чества жизнеспособных клеток. Однако в результа-
те оптимизации может возникнуть три проблемных 
ситуации: клеток мало (менее 1 млн), но они жизне-
способны (>50–70% в зависимости от дальнейших 
этапов); клеток мало (менее 1 млн) и они не жизне-
способны (<50%); клеток достаточно много (более 1 
млн) при их низкой жизнеспособности (рис. 2) [6]. 
Возможные пути решения проблем, возникающих 
при дезагрегации артерий, рассмотрены далее.
Низкий выход, но большинство клеток жизне-
способны – повысить время инкубации и/или кон-
центрацию коллагеназы (или другого фермента, 
дезагрегирующего клетки), добавить дополнитель-
ный дезагрегирующий фермент. Возможно, что 
низкая клеточность обусловлена слипанием клеток 
– в таком случае необходимо добавить ДНКазу.
Высокий выход, мало жизнеспособных клеток – 
понизить концентрацию коллагеназы и/или время 
инкубации, добавить в смесь для дезагрегации бы-
чий сывороточный альбумин (BSA), эмбриональ-
ную телячью сыворотку (FBS) или трипсиновый 
ингибитор, уменьшить количество оборотов при 
перемешивании суспензии.
Низкий выход, мало жизнеспособных клеток – 
возможно, что низкий выход клеток обусловлен их 
разрушением чрезмерно активной коллагеназой: 
следует снизить концентрацию коллагеназы. Если 
добиться увеличения выхода клеток не удается, то 
нужно сменить тип коллагеназы на более щадящий 
(например, тип IV).
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Рисунок 2. Алгоритм оптимизации дезагрегации артерий и 
атеросклеротических бляшек
Figure 2. Optimization of artery and atherosclerotic plaque 
disaggregation
Примечание: ДНКаза – дезоксирибонуклеаза; Сх – концентрация; BSA – бычий сывороточный альбумин; FBS – эмбриональная телячья сыворотка.
Note: BSA – bovine serum albumin; Cx – concentration; DNase – deoxyribonuclease; FBS – fetal bovine serum.
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Таблица 2. Основные условия ферментативной дезагрегации артерий животных и человека
Table 2. General conditions for enzyme disaggregation of animal and human arteries
Образец / Sample Состав ферментной смеси / Composition of enzyme mixture Время инкубации / Time of incubation
Источник 
литературы 
/ Reference
Атеросклеротические 
бляшки кролика / 
RAP
450 Ед/мл коллагеназы I типа, 4,7 Ед/мл эластазы, 1,0 мг/мл 
трипсинового ингибитора в HBSS / 450 U/ml collagenase I, 4,7 U/ml 
elastase, 1,0 mg/ml trypsin inhibitor in HBSS
4 раза по 1 ч / 4 times 
for 1 h
Galis Z.S., 
1995 [22]
Атеросклеротические 
бляшки человека / 
HAP
1–1,25 мг/мл коллагеназы IV типа с 0,2 мг/мл ДНКазы в среде RPMI / 
1 – 1,25 mg/ml collagenase IV, 0,2 mg/ml DNAse in RPMI 1 ч / 1 h
Grivel J.-Ch., 
2011 [9]
450 Ед/мл коллагеназы IV типа, 500 Ед/мл ДНКазы, 1 мг/мл 
трипсинового ингибитора в HBSS с 4,8 мг/мл HEPES / 450 U/
ml collagenase IV, 500 U/ml DNAse, 1,0 mg/ml trypsin inhibitor in 
HBSS with 4,8 мг/мл HEPES 
30–60 мин / 30–60 
min
Patino W.D., 
2006 [18]
1 мг/мл коллагеназы IV типа, 0,3 мг/мл ДНКазы, гиалуронидазы, 
коллагеназы II, XI типов в DMEM с 10% FBS / 1 mg/ml 
collagenase IV, 0,3 mg/ml DNAse, hyaluronidase, collagenases II, XI 
each, in DMEM with 10% FBS
1 ч / 1 h Fernandez D.M., 2019 [23] 
Аорта человека / 
HAo
1 мг/мл коллагеназы II типа в среде М213 / 1 mg/ml collagenase II 
in M213
3 ч / 3 h Meekel J.P., 2018 [24]
450 Ед/мл коллагеназы IV типа с 1 мг/мл трипсинового 
ингибитора в 4,8 мг/мл HEPES в HBSS / 450 U/ml collagenase IV, 
1,0 mg/ml trypsin inhibitor in HBSS with 4,8 мг/мл HEPES
По 15 мин в течение 
3 ч / Every 15 min 
during 3 h
Mattsson L., 
1991 [17]
Артерии человека 
/ HA 2 мг/мл коллагеназы I типа в HBSS / 2 mg/ml collagenase I in HBSS
15 мин (ЭК), 30 
мин (ГМК) / 15 min 
(ECs), 30 min (SMCs)
Moss S.C., 
2007 [25]
Аорта мыши / MAo
1 мг/мл коллагеназы I типа, 0,1875 мг/мл эластазы, 0,25 мг/
мл трипсинового ингибитора в среде для роста ГМК / 1 mg/ml 
collagenase I, 0,1875 mg/ml elastase, 0,25 mg/ml trypsin inhibitor in 
medium containing SMCs growth factors
3–4 ч / 3–4 h Kwartler C.S., 2016 [8]
1 мг/мл коллагеназы IV типа, 1 Ед/мл свиной эластазы в DMEM / 
1 mg/ml collagenase IV, 1 U/ml porcine elastase in DMEM 1–2 ч / 1–2 h
Dobnikar L. 
2018 [26]
2 мг/мл коллагеназы II типа в DMEM / 2 mg/ml collagenase II in 
DMEM
45 мин (ЭК), 2 ч 
(ГМК) / 45 min 
(ECs), 2 h (SMCs)
Kobayashi M., 
2005 [19]
450 Ед/мл коллагеназы I типа, 125 Ед/мл коллагеназы XI типа, 60 
Ед/мл гиалуронидазы в RPMI / 450 U/ml collagenase I, 125 U/ml 
collagenase XI, 60 U/ml hyaluronidase in RPMI
40 мин / 40 min Cochain C., 2018 [27]
1,4 мг/мл коллагеназы II типа в среде для культивирования ГМК / 
1,4 mg/ml collagenase II in medium for SMCs 4–6 ч / 4–6 h
Metz R.P., 
2012 [28]
450 Ед/мл коллагеназы I типа, 125 Ед/мл коллагеназы XI типа, 
60 Ед/мл гиалуронидазы, 60 Ед/мл ДНКазы I типа в PBS с 20 
ммоль/л HEPES / 450 U/ml collagenase I, 125 U/ml collagenase XI, 
60 U/ml hyaluronidase, 60 U/ml DNAse I in PBS with 20 mM HEPES
1 ч / 1 h Galkina E., 2006 [7]
Атеросклеротические 
бляшки мыши / MAP
4 Ед/мл либеразы TH, 60 Ед/мл гиалуронидазы, 0,1 мг/мл ДНКазы 
в DPBS / 1,25 mg/ml Liberase TM in medium with thermolysin 1 ч / 1 h
Tang J., 
2015 [10]
Фетальный 
артериальный 
проток крысы / Rat 
FDA
1 мг/мл коллагеназы II типа, 0,2 мг/мл эластазы, 0,5 мг/мл 
трипсинового ингибитора, 0,1 мг/мл ДНКазы типа I, 2 мг/мл БСА 
в среде для культивирования ГМК / 1 mg/ml collagenase II, 0,2 mg/
ml elastase, 0,5 mg/ml trypsin inhibitor, 0,1 mg/ml DNAse I, 2 mg/ml 
BSA in medium for SMCs
На ночь / Overnight Weber S.C., 2011 [29]
Артерии крысы / RA 1,25 мг/мл либеразы TM в среде с термолизином / 1,25 mg/ml liberase TM in medium with thermolysin 1,5 ч / 1,5 h
Radziwon-
Balicka A., 
2017 [30]
Аорта свиньи / PAo
ЭК: 25 Ед/мл диспазы в DMEM, 1% пенициллин; ГМК: 0,2% (в/о) 
коллагеназы I типа в первые 1,5 ч , потом 0,1% (в/о) коллагеназы I 
типа, DMEM / ECs: 25 U/ml dispase in DMEM with 1% penicillium 
SMCs: 0,2% (w/v) collagenase I in first 1,5 h, then 0,1% mix
8–10 мин (ЭК) 1,5 ч, 
потом 10 ч (ГМК) / 
8–10 min (ECs), 10 h 
(SMCs)
Beigi F., 
2017 [20]
Примечание: БСА – бычий сывороточный альбумин; ГМК – гладкомышечные клетки; ДНКаза – дезоксирибонуклеаза; ЭК – эндотелиальные клетки; DMEM – модифицированная по способу Дульбекко среда Игла; DPBS – фосфатно-солевой буферный раствор Дульбекко; HBSS – сбалансированный солевой раствор Хэнкса; HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота; PBS – фосфатно-солевой буферный раствор; RPMI – среда, разработанная Roswell Park Memorial Institute medium. Note: BSA – bovine serum albumin; DNase – deoxyribonuclease; ECs – endothelial cells; FDA – rat fetal ductus arteriosus; HA – human arteries; HAo – human aorta; HAP – human atherosclerotic plaques; MAo – murine aorta; MAP – murine atherosclerotic plaques; PAo – porcine aorta; RA – rat arteries; RAP – rabbit atherosclerotic plaques; SMCs – smooth muscle cells.
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Присутствие нежелательных примесей
1. Бесструктурные конгломераты клеток – это 
следствие выхода ДНК из разрушенных клеток, 
вызывающее их слипание. Решение – введение ДН-
Казы в ферментативный коктейль. Также следует 
уменьшить механическое повреждение тканей при 
измельчении.
2. Непереваренные участки ткани – для устра-
нения данной проблемы необходимо увеличить 
время инкубации и/или концентрацию фермента. 
Если недорасщепленные участки остаются, вве-
сти дополнительные ферменты: гиалуронидазу или 
коллагеназу другого типа.
3. Некротический дебрис. Проблема присут-
ствия дебриса в суспензиях, полученных из атеро-
склеротических бляшек, стоит достаточно остро, 
так как он обладает аутофлуоресценцией [21]. Воз-
можно ручное отделение дебриса и кальцинатов от 
мягких тканей кровеносного сосуда при его секции 
и тщательном препарировании, а также использо-
вание неокрашенного контроля при проточной ци-
тофлуориметрии для детекции аутофлуоресценции.
Заключение
Дезагрегация артерий является актуальной зада-
чей, эффективное решение которой позволяет выйти 
на новый уровень изучения атеросклероза – уровень 
единичных клеток, поскольку именно патологиче-
ские изменения в каждом отдельном типе клеток (а 
также отдельных подтипах клеток) определяют ста-
дию, тяжесть течения и осложнения атеросклероза.
Главной проблемой дезагрегации артерий и ате-
росклеротических бляшек в частности является 
отсутствие системы, помогающей исследователю 
сориентироваться в существующем многообразии 
подходов, что порождает целый ряд проб и ошибок 
и существенно увеличивает время, необходимое 
на исследование. Накопленные сведения и опыт, 
обобщенные в настоящем обзоре, помогут сори-
ентироваться исследователям, сталкивающимся с 
задачей получения отдельных клеток из образцов 
артериальной стенки с целью изучения патологиче-
ских процессов и механизмов атерогенеза на уров-
не единичных клеток или отдельных типов клеток.
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